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摘要 : 以 大 猿 叶 虫 Colaphellus bowringi Baly 4 个 地 理 种 群 的 基因 组 DNA 为 材料 , 进行 RAPD 分 析 。 从 80 条 引物 中 得 
选 出 11 条 稳定 性 好 、 多 态 性 高 的 引物 进行 扩 增 , 共 得 到 65 个 扩 增 位 点 , 53 个 多 态 位 点 ，Nei 氏 遗 传 多 样 性 指数 为 
0. 1049 ~ 0.2061 ，Shannon 多 样 性 指数 为 0. 1641 ~0.3167。 结 果 表 明 所 分 析 的 大 猿 叶 忠 遗传 变异 很 高 , 其 中 江西 龙 
南 种 群 遗 传 变异 最 小 , 山东 泰安 种 群 遗传 变异 最 高 。 种 群 间 的 遗传 距离 范围 为 0.0636 ~0.3200, 其 中 江西 龙南 种 群 
和 江西 修 水 种 群 间 的 遗传 距离 最 小 , 哈尔滨 种 群 与 江西 龙南 种 群 间 的 遗传 距离 最 大 , 种 群 遗 传 距离 的 大 小 与 其 相对 
地 理 距 离 的 远近 吻合 。 结 果 提 示 种 群 遗 传 距离 的 大 小 与 它们 生物 学 上 的 相似 性 有 关联 。 
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Genetic diversity of four geographical populations of the cabbage beetle, 


Colaphellus bowringi Baly ( Coleoptera: Chrysomelidae) revealed by RAPD 
WEI Xiao-Tang"^, XIAO Hai-Jun , LIU Yun-Guo , XUE Fang-Sen?, WANG Ying-Chao’ , ZHANG Jing- 
Xuan, BAO Zhen-Min (1. Ocean University of China, Qingdao, Shandong 266003, China; 2. 
Shandong Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau, Qingdao, Shandong 266002, China; 3. Institute 
of Entomology , Jiangxi Agricultural University, Nanchang 330045, China; 4. Yantai Entry-Exit Inspection 
and Quarantine Bureau, Yantai, Shandong 264000, China) 

Abstract: The genetic diversity of four geographical populations of Colaphellus bowringi Baly was analyzed by 
random amplified polymorphic DNA ( RAPD). Sixty-five amplified loci and 53 polymorphic loci were obtained 
using 11 primers selected from 80 random primers. The Nei's genetic diversity and Shannon genetic diversity 
indexes of the 4 populations were 0. 1049 — 0. 2061 and 0. 1641 —0. 3167, respectively. The results showed the 
genetic diversity of the assayed populations was high, of which Tai' an population of Shandong (SDT) has the 
highest level of the genetic diversity, while Longnan population of Jiangxi (JXL) has the lowest. The genetic 
distances ranged from 0. 0636 ( between Longnan population of Jiangxi and Xiushui population of Jiangxi) to 
0.3200 (between Longnan population of Jiangxi and Harbin population) among the 4 populations , indicating that 
the genetic distances among C. bowringi populations match with their geographical distances. The results suggest 
that the genetic distance might be correlated with their biological similarity. 
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国内 分 布 北 起 黑龙 江 ( 嫩 江 ) ART, 南 至 海南 及 
广东 \ 广 西南 缘 ( 章 士 美和 赵 泳 祥 ,，1996) 。 该 虫 以 
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成 虫 和 幼虫 取 食 十 字 花 科 蔬 菜 的 叶片 ， 以 成 虫 在 土 
中 越冬 和 越 夏 。 目 前 国内 已 对 大 猿 叶 虫 江西 龙南 
(24*9' N, 114?8' E) 、 江 西 修 水 (29°1’ N, 114?4" 
E) IRR (36°2'N, 117?1' E) 和 哈尔滨 (45°8" 
N, 126?6' EE) 种 群 的 生物 学 和 洲 育 特性 进行 了 较 详 
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细 的 研究 (醇和 芳和 森 等 ,2002 ;Xue et al., 2002; Wang 
et al., 2004, 2006; 董 宇 奎 等 ,2007; Yang et al., 
2007 ; Lai et al., 2008 ; 胡 志 风 等 ,2008 ) , 揭示 了 这 
4 个 不 同 地 理 种 群 在 生活 史 和 沛 育 特 性 存在 以 下 差 
F: C1) 龙南、 修 水 和 山东 种 群 的 繁殖 和 为 害 出 现在 
春季 和 秋季 ,以 成 虫 在 土 中 越 复 和 越冬 , 一 年 发 生 
多 代 ; 而 哈尔滨 种 群 繁殖 和 人 危害 主要 出 现在 夏季 ， 
无 夏 眠 现象 , 一 年 主要 发 生 1 代 。(2) 龙 南 和 修 水 
种 群 有 光 周 期 反应 , 是 短 日 照 型 种 类 (长 日 照 能 诱 
导 和 夏季 消 育 ) ;而 山东 和 哈尔滨 种 群 无 光 周 期 反应 ， 
浪 育 诱导 主要 取决 于 温度 。(3)4 个 地 理 种 群 对 温 
度 的 敏感 性 均 显 示 了 差异 :龙南 种 群 在 温度 和 18% 
时 全 部 个 体 进 入 沛 育 ; 修 水 种 群 在 温度 和 20 忌 时 全 
部 个 体 进 入 注 育 ;山东 种 群 在 温度 < 25 飞 时 全 部 个 
体 进入 清 育 ; 哈 尔 演 种 群 在 温度 和 28 立时 全 部 个 体 
HAMBS o (4) 龙南 、 修 水 和 山东 种 群 进入 越冬 的 
个 体 , 大 多 数 分 散在 两 年 内 的 春 夏 两 季 出 土 繁殖 ， 
而 哈尔滨 种 群 当 年 进入 越冬 的 个 体 , 第 二 年 全 部 出 
土 繁殖 。 这 些 结 采 表明 大 猿 叶 虫 不 同 地 理 种 群 已 形 
成 各 目的 地 理 适 应 机 制 , 也 反映 了 物种 种 群 对 于 环 
境 选择 压力 的 反应 , 为 开展 大 猿 叶 虫 遗传 多 样 性 的 
研究 提供 了 理想 的 材料 。 

随机 扩 增 多 态 性 DNA (RAPD ) 已 经 成 为 一 种 
非常 成 熟 的 分 子 标记 技术 , 它 以 DNA 聚合 酶 链 式 


反应 (PCR) 为 基础 , 利用 一 段 任意 寒 聚 脱氧 核糖 核 
芽 酸 单 链 片段 (长 度 通 常 为 8 ~10 bp) 作 为 引物 , Æ 
因 组 DNA 的 一 系列 不 同 随机 引物 的 结合 位 点 上 或 
位 点 之 间 发 生 碱 基 插入 、 缺 失 , 都 会 引起 PCR 扩 增 
产物 在 数量 和 长 度 上 不 同 , 从 而 产生 多 态 。RAPD 
可 用 于 构建 基因 指纹 图 谱 , 并 可 在 对 物种 从 未 进行 
过 任何 分 子 生 物 学 研究 的 基础 上 开展 地 我 式 多 态 分 
析 , 从 而 两 个 基因 组 间 的 微小 差异 也 能 被 反映 出 
来 。 目 前 该 方法 在 萌 怒 目 昆 虫 的 遗传 多 样 性 分 析 中 
已 有 广泛 应 用 (Cravanzola et al., 1997 ; Taberner et 
al.,1997 ; Bas et al., 2000 ; Scataglini et al., 2000 ; Kim 
and Sappington 2004 ; Magana et al., 2007) 。 本 人 研究 
采用 RAPD 方法 , RIRI E 4 个 地 理 种 群 的 遗 
传 结构 和 遗传 多 样 性 , 为 大 狂 叶 忠生 物 多 样 性 的 评 
价 提供 分 子 生物 学 方面 的 数据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 fimi 

于 2006 4p 4 -5 月 采集 大 猿 叶 虫 4 个 地 理 种 
ER. 每 个 种 群 随机 抽取 16 个 个 体 , 共 64 个 个 体 ( 具 
体 采集 情况 见 表 1)。 所 有 样品 放 入 无 水 乙醇 中 ， 
-20 人 保存 备用 。 


表 1 大 猿 叶 虫 种 群 .采样 地 .采样 数 及 地 理 坐 标 
Table 1 Population locality, sample size and geographical coordinates of Colaphellus bowringi 


种 群 代码 采样 地 点 经 度 采样 时 间 样品 数 
Population code Sampling locality Latitude Longitude Sampling date Sample size 
JXL 江西 龙南 Longnan，Jiangxi 24?9' N 114。8' E 2006-04 16 
JXX 江西 修 水 Xiushui, Jiangxi 29?1'N 114?4'E 2006-04 16 
SDT 山东 泰安 Tai'an, Shandong 36?2' N 117?1' E 2006-05 16 
HLB 黑龙 江 哈 尔 滨 Harbin, Heilongjiang —45?30'N 126?6' E 2006-05 16 


1.2 基因 组 DNA 的 提取 

前 取 大 猿 叶 虫 个 体 的 足 和 前 胸 , 置 于 1.5 mL 
Eppendorf /& rp JI A YA ALES We, M] Hj Boyce 等 
(1998) 提供 的 方法 , 分 别提 取 单 个 个 体 的 基因 
?H DNA, 
1.3 RAPD 反应 体系 及 反应 条 件 

利用 OPA ,OPB ,OPQ 和 OPH 系列 引物 共 80 条 
(由 美国 Operon 公司 生产 ) 。 

反应 总 体积 为 25 uL, HE 10 x buffer 2.5 uL, 
2 uL dNTP(2.5 mmol/L), 2 uL MgCl, (25 mmol/L), 
1 uL 引物 (10 pmol uL), 0.3 uL Taq fg (1. 5 U), 


1 uL (20 230 ng) 模板 DNA, 无 菌 水 17.2 uL, 
反应 条 件 为 :94% 预 变 性 3 min, 45 个 循环 (94%C 
变性 30 s, 36% 退 火 30 s, 72% 延伸 90 s) , 72% 延伸 
10 min。 扩 增产 物 经 1. 596 3E PR GERE E yk (80 V, 
55 min) ， 然 后 用 核酸 凝 胶 成 像 系 统 观 察 折 照 。 
1.4 数据 处 理 
首先 将 电泳 图 谱 中 扩 增 条 带 的 有 无 转化 为 0\1 
原始 数据 矩阵。 利用 Popgene 3. 2 XJ 4 个 种 群 进行 
遗传 多 样 性 分 析 。 按 Nei 和 Li(1979 ) 的 公式 计算 个 
体 间 遗 传 相 似 性 指数 和 遗传 距离 ,参考 Wachira 等 
(1995 ) 公式 计算 Shannon 多 样 性 指数 ;对 种 群 中 的 
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Fig. 2 RAPD Analysis by primer OPQI9 for four geographical populations of Colaphellus bowr 
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2.2 ”种群 的 遗传 多 态 性 

应 用 11 条 引物 组 合 从 4 个 种 群 中 共 得 到 65 个 
扩 增 位 点 ,其 中 多 态 位 点 为 53 个 , 多 态 位 点 比率 从 
50% ~ 100%, 平均 每 条 引物 产生 的 多 态 位 点 为 
4. 82 个 ,随机 引物 间 表 现 出 不 同 程度 的 多 态 性 , 平 
均 多 态 位 点 比率 为 81. 54% (2€ 2) ,说 明和 遗传 变异 
很 高 。 多 态 位 点 分 析 表 明 , 4 个 地 理 种 群 的 多 态 位 


点 百分率 分 别 为 : 哈 尔 深 种 群 61. 54% 、 山 东 泰 安 种 
群 67.69% 江西 修 水 种 群 61. 54% 、 江 西 龙南 种 群 
36.92% 。 遗 传 多 样 性 指数 分 析 表 明 ，Nei Ife 
样 性 指数 为 0. 1049 ~ 0. 2061 ，Shannon 多 样 性 指数 
为 0.1641 ~0.3167( 表 3)。 各 种 多 态 性 指数 表明 ， 
江西 龙南 种 群 遗传 多 样 指 数 最 低 ， 山 东 泰 安 种 群 


H er 
B IR] o 


R2 RAPD 中 11 个 随机 引物 的 扩 增 结果 


Table 2 The sequences and amplified results of 11 random primers 


引物 代码 Med 扩 增 位 点 数 多 态 位 点 数 多 态 位 点 比例 (% ) 

Primer code (3'5) Amplified loci Polymorphic loci Percentage of polymorphic loci 
OPA-06 GGTCCCTGAC 5 4 80. 00 
OPA-07 GAAACGGGTG 7 7 100 
OPB-14 TCCGCTCTGG 7 6 85.71 
OPH-02 TCGGACGTGA 6 3 50. 00 
OPH-06 ACGCATCGCA 5 4 80. 00 
OPH-15 AATGGCGCAG 5 3 60. 00 
OPH-16 TCTCAGCTGG 5 4 80. 00 
OPQ-09 GGCTAACCGA 7 5 71.43 
OPQ-11 TCTCCGCAAC 5 5 100 
OPQ-19 CCCCCTATCA 5 5 100 
OPQ-20 TCGCCCAGTC 8 7 87.50 

总 计 Total 65 53 81.54 


RI 大 猿 叶 虫 4 个 种 群 的 Nei 氏 遗 传 多 样 性 指 
数 和 Shannon 多 样 性 指数 
Table 3 Nei's genetic diversity and Shannon diversity based on 
RAPD data in four populations of Colaphellus bowringi 


JXL JXX SDT HLB 


N . vh, 3 性 


Nei' s genetic diversity 
Shannon 多 样 性 指数 


Shannon diversity 


0.1641 0.2710 0.3167 0. 2948 


2.3 种群 间 的 遗传 距离 指数 和 遗传 相似 系数 

统计 11 个 多 态 引 物 的 扩 增 结果 , 计算 遗传 相 
似 性 指数 和 遗传 距离 指数 ,结果 见 表 4。 大 狼 叶 虫 
4 个 地 理 种 群 间 的 遗传 相似 度 的 变异 范围 为 
0.7262 ~0. 9384, i HEB E J At 0.0036 ~ 
0.3200 ,平均 遗传 距离 指数 为 0.2330。 其 中 , 江西 
龙南 种 群 和 江西 修 水 种 群 间 的 遗传 距离 最 小 , 为 
0.0636; 其 次 是 山东 泰安 种 群 与 哈 尔 沪 种 群 间 的 遗 
传 距 离 , 为 0.1372; 哈 尔 滨 种 群 与 江西 龙南 种 群 间 
的 遗传 距离 最 大 , 为 0.3200。 


表 4 大 猿 时 虫 4 个 种 群 间 的 遗传 距离 指数 
(下 三 角 ) 和 遗传 相似 度 ( 上 三 角 ) 
Table 4 The genetic distance ( below diagonal) 
and Nei' s genetic identity ( above diagonal) for four 


geographical populations of Colaphellus bowringi 


M JXL JXX SDT HLB 
JXL - 0.9384 0.7301 0.7262 
JXX 0. 0636 - 0.7769 0.7332 
SDT 0.3146 . 0.2525 - 0. 8718 
HLB 0.3200 0.3103 0.1372 - 


2.4 ”种 群 遗传 结构 与 遗传 分 化 

根据 RAPD 扩 增 数据 ,利用 Arliquen 软件 对 大 
猿 叶 虫 4 个 种 群 进行 AMOVA 分 析 , 结 采 显示 大 猿 
叶 虫 49.18% 的 变异 来 源 于 种 群 间 , 50.82% 的 变异 
来 源 于 种 群 内 ( 表 5)。 
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表 5 大 猿 叶 虫 种 群 的 AMOVYA 分 析 数 据 
Table 5 Data derived from AMOVA of populations of Colaphellus bowringi 


变异 来 源 自由 度 df 方差 总 和 变异 组 分 所 占 比例 (% ) 
Source of variation 7 Sum of squares Variance components Percentage of variation 
种 群 间 Among populations 3 288. 109 5.638 a 49. 180 
种 群 内 Within populations 60 349. 562 5.826 b 50. 820 
总 计 Total 63 637.672 11.464 
不 同 小 写字 和 母 表 示 差 异 极 显著 (P «0.0001) , Data followed by different lowercase letters are significantly different ( P «0.0001). 
2.5 大 猿 叶 虫 4 个 地 理 种 群 间 的 聚 类 关系 高 , 龙南 种 群 与 哈尔滨 种 群 间 最 低 。 
根据 遗传 距离 的 大 小 ,应 用 MEGA3.1 中 JXL 


UPGMA 的 建树 方法 对 大 猿 叶 虫 4 个 种 群 及 所 有 个 QE — 
体 进行 系统 进化 分 析 , 种 群 间 聚 类 图 (图 3) 与 个 体 

间 聚 类 图 (图 4) 相 符 。 从 聚 类 图 可 以 看 出 , 个 体 间 014 012 010 008 006 004 002 0.00 
基本 以 地 理 种 群 进行 类 聚 , 4 个 种 群 分 为 2 枝 ， 山 图 3 大 猿 叶 虫 4 个 地 理 种 群 间 的 UPGMA 32S 

东 泰 安 种 群 与 哈尔滨 种 群 为 一 枝 , 江西 龙南 种 SERI Fig. 3 UPGMA dendrogram among four geographical 
修 水 种 群 为 另 一 枝 。 表 明江 西 龙 南 种 群 与 江西 修 水 populations of Colaphellus bowringi 

种 群 的 相似 性 最 高 ,哈尔滨 种 与 山东 泰安 种 群 间 次 








0.25 0.20 0.15 0.10 0.05 0.00 
图 4 Amp d 64 个 个 体 的 UPGMA 聚 类 树 
Fig. 4 UPGMA dendrogram of 64 individuals of Colaphellus bowringi 
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3 讨论 


一 个 物种 遗传 多 样 性 的 高 低 与 其 适应 能 力 、 生 
存 能 力 和 进化 潜力 密切 相关 , 遗传 多 样 性 的 降低 可 
导致 其 适应 能 力 降低 ， 有 害 隐 性 基因 增加 及 经 济 性 
RER, 最 终 导 致 种 质 退 化 ,而 丰富 的 遗传 多 样 性 
意味 者 比较 高 的 适应 生存 能 力 。 大 猿 叶 虫 在 我 国 是 
一 种 广泛 分 布 的 害虫 , 及 时 开展 其 种 群 遗 传 多 样 性 
研究 可 以 为 其 综合 防治 提供 遗传 学 依据 。 本 研究 采 
用 RAPD 技术 对 大 猿 叶 虫 4 个 地 理 种 群 的 遗传 多 样 
性 进行 研究 , 4 个 种 群 显示 了 和 较 大 的 遗传 差异 。 种 
群 聚 类 图 显示 江西 龙南 种 群 和 江西 修 水 种 群 间 的 遗 
传 距离 最 小 , 其 次 是 山东 泰安 种 群 与 哈尔滨 种 群 间 
的 遗传 距离 ,哈尔滨 种 群 与 江西 龙南 种 群 间 的 遗传 
距离 最 大 。 种 群 间 的 遗传 距离 与 其 相对 地 理 距 离 远 
近 吻 合 , 遗传 相似 度 与 它们 生物 学 上 的 相似 性 有 关 
FX, 如 江西 龙南 种 群 与 江西 修 水 种 群 间 的 遗传 距离 
最 小 , 反映 了 这 两 个 种 群生 物 学 上 非常 相似 , 均 显 
示 了 短 日 照 型 的 光 周 期 反应 及 对 温度 的 高 度 敏感 ， 
化 性 也 一 样 。 

为 一 方面 ,大 猿 叶 虫 在 不 同 地 理 纬度 上 的 适应 
性 及 其 导致 的 生活 史 的 多 样 性 也 是 种 群 间 遗传 多 样 
性 差异 较 大 的 原因 。 哈 尔 滨 种 群 一 年 主要 发 生 1 
R, 繁殖 和 为 害 出 现在 夏季 , 成 虫 的 沛 育 是 在 夏季 
族 导 的 。 山 东 泰 安 种 群 一 年 发 生 2 IV, 春季 和 秋季 
各 繁殖 1 代 , 以 成 虫 越 复 和 越冬 ， 越 复 和 越冬 的 请 
育 是 在 较 低 的 温度 下 诱导 的 。 江 西 修 水 种 群 和 龙南 
种 群 一 年 可 发 生 4 代 , 春季 1 代 , 以 成 虫 越 复 ;秋季 
可 繁殖 3 代 , 以 成 虫 越冬 , 越 夏 和 越冬 的 沛 育 也 是 
由 较 低 的 温度 诱导 的 。 不 同 生活 史 的 差异 是 由 不 同 
的 济 育 特性 引起 的 , 随 纬 度 由 高 到 低 显 示 了 明显 的 
地 理 变异 (Lai et al., 2008), Ag Ip 4 个 种 群 站 
传 多 样 性 的 大 小 与 其 淖 育 特性 及 生活 史 的 变异 程度 
基本 呈现 一 种 负 相 关 ,， 如 低 纬 度 地 区 种 群 (江西 龙 
南 种 群 和 江西 修 水 种 群 ) 的 遗传 多 样 性 较 低 ， 其 沛 
育 特性 及 生活 史 的 变异 程度 却 比 较 大 , ERAAN 
进一步 研究 。 

大 猿 叶 虫 为 非 迁 飞 性 害虫 , 仅 以 成 虫 在 当地 土 
壤 中 越冬 。 本 实验 的 结果 表明 ,大 猿 叶 虫 不 同 地 理 
种 群 之 间 已 经 产生 了 一 定 程度 的 遗传 分 化 。 不 同 地 
理 种 群 之 间 的 遗传 距离 显示 , 遗传 距离 与 各 种 群 之 
间 的 地 理 距 离 有 关 。 由 于 不 同 地 理 种 群 之 间 的 地 理 
隔离 ， 导 致 其 间 基 因 流 不 同 程度 的 阻 断 , 地 理 距 离 
越 远 , 遗传 距离 越 大 , 地 理 距离 越 近 , 遗传 距离 越 


小 。 江 西 龙南 与 哈尔滨 地 理 踢 离 最 远 , 种 群 间 的 遗 
传 距离 最 大 , 江西 龙南 与 江西 修 水 地 理 距离 最 近 ， 
其 种 群 间 的 遗传 差异 则 最 小 。 因 此 ,如 果 需 要 对 大 
猿 叶 虫 品种 进行 抗 性 评估 , 在 差异 较 大 的 南北 之 间 
进行 对 比 实验 很 有 必要 。 由 于 实验 选取 的 虫 源 仅 来 
目 于 4 个 地 点 , 还 不 足以 根据 现在 结果 准确 判断 大 
猿 叶 虫 在 全 国内 的 遗传 分 化 情况 , 因此 , 下 一 步 有 
必要 扩大 实验 对 象 范围 ,进一步 进行 遗传 分 化 
分 析 。 
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